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(54) TiUe: IMPROVED DEVICE AND METHOD FOR LYSIS OF MICRO-ORGANISMS 

(54) Titre: DISPOSITIF PERFECTIONNE ET PROCEDE DE LYSE DE MICRO-ORGANISMES 



(57) Abstract 

The invention concerns a de- 
vice for lysis (1) of micro-organism 
to release at least one intracellular 
biological constituent, comprising a 
container (2) wherein are present a 
biological sample, in liquid medium, 
containing the micro-organism to be 
lyzed, and a material in the form 
of particles, relatively hard and in- 
ert with respect to the sample. The 
invention also concerns a grinding 
method. The material in the form 
of particles comprises at least two 
types of grinding means into differ- 
ent dimensions: at least large dimen- 
sion magnetic means (3) automati- 
cally controlled by a magnetic field; 
and at least small dimension means 
(4) actuated by the large dimension 
grinding means (3). The invention is 
useful for separating biological con- 
stituents. 
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(57) AbregS 

La prdsente invention concerne un dispositif de lyse (1) de micro-organ isme, pour liberer au moins un constituant'biologique 
intracellulaire, comprenant un contenant (2) dans lequel sont presents un echantillon biologique, en milieu liquide, qui contient le 
micro-organ isme a lyser, et un mat6riau sous forme de particules, relativement dur et inerte par rapport a Techantillon. L* invention 
concerne 6galement un proceed de broyage. Le mat6riau sous forme de particules comprend au moins deux types de moyens de broyage de 
dimensions diff6rentes: au moins un moyen magndtique de grande dimension (3), qui est asservi au mouvement d*un champ magndtique, 
et au moins un moyen de petite dimension (4), qui est mis en mouvement par ]e moyen de broyage de grande dimension (3). L' invention 
est appliquee a la sdparation de constituants biologiques. 
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Dispositif perfectionne ct procede de lyse de micro-organismcs 

La presente invention concerne un nouveau dispositif de lyse de micro-organisme 
permettant de liberer, par destruction totale ou partielle de !a membrane, au moins un 
5 constituant biologique intracellulaire. Elle concerne egalement un procede de lyse 
mettant en ceuvre un dispositif tel que defini ci-dessus. 

L 'etat de la technique decrit un procede generalement utilise pour lyser les 
cellules, qui consisle essentiellement a disposer, dans un con tenant, un echantillon 
10 biologique en milieu liquide, comprenant le micro-organisme a lyser. Ensuite, on 
ajoute dans le contenant au moins un materiau sous forme de particules, relativement 
dur et substantiellement inerle par rapport aux composes biologiques. En/in, on soumet 
le melange, constitue de Vechantillon biologique et du materiau sous forme de 
particides a un mouvement de type vortex. 
15 Ce procede utilise presente certains inconvenients. Ainsi, il a ete remarque que le 

procede de lyse couramment utilise n'est pas suffisamment efficace, notamment la lyse 
cellulaire s'avere insuffisante en quantite et en qualite. 

De plus, le procede employe ne permet pas toujours de lyser des cellules 
reputees resistantes a la lyse, comme par exemple les cellules a Gram positif, telles que 
20 les Mycobacteries. 

De meme, la mise en ceuvre du procede necessite souvent Tajout de reactifs 
supplementaires, notamment des enzymes et/ou des detergents. 

La demanderesse a depose une demande de brevet FR97/12164 en date du 23 
septembre 1997 concernant un procede de lyse de micro-organisme. 
25 Ce procede de lyse a pour objet de liberer au moins un compose biologique, 

contenu dans le micro-organisme, comprenant une etape de lyse, selon laquelle : 

- on dispose dans un contenant un echantillon biologique en milieu liquide, 
comprenant le micro-organisme a lyser, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un materiau sous forme de particules, 
30 relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux composes biologiques, et 
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- on soumet le melange de Vechantillon biologique et du material* sous forme de 
particules a un mouvement de type vortex. 

Le procede utilise un materiau sous forme de particules qui comprend des billes 
ayant un diametre compris entre 90 et 150 pm, et qui repond a I 'equation suivante : 

Ve = aVb, 

ou Vb est le volume apparent des billes, Ve est le volume de I 'echantillon liquide et a 
est un nombre compris entre 1,4 et JO, lorsque le contenant est de forme tubulaire, et 
est inferieur ou egal a 2, 1, lorsque ledit contenant est de forme discoide. 

Ces caracteristiques restent particulierement interessantes et le contenu de cette 
demande de brevet doit etre considere comme contenu dans la description de la presente 
invention. 

Le document US-A-5,643,767 propose un recipient permettant Visolement de 
composants cellulaires, tels que des acides ribonucleiques (ARN) a partir de cellules 
presentes dans une solution liquide. Ce recipient contient pour cela deux types de 
billes, qui se differencient par leur diametre. Le premier type de faible dimension est en 
verre ou en metal avec un diametre compris entre 0,1 et 1 millimetre. Le second type de 
dimension importante est dans la meme matiere, en verre ou en metal, avec un 
diametre compris entre 3 et 5 millimetres. 

L* inconvenient essentiel de ce dispositif reside dans le fait que le mouvement des 
billes est homogene que le vortex soit mecanique ou magnetique. 

Pourtant, la demanderesse a maintenu, par des efforts soutenus et des travaux 
complementaires, ces etudes dans le domaine de la lyse magnetique a mouvement de 
type vortex, et a reussi a determiner des caracteristiques en permettant une agitation de 
type vortex dans un contenant, sans avoir a agiter mecaniquement le contenant, comme 
c'est le cas avec un vortex mecanique. Ainsi, en ajoutant des billes de sensiblement deux 
diametres differents, il est possible d'accroTtre considerablement Tefficacite de ladite 
lyse, en ameliorant la liberation des constituants intracellulars. II est egalement 
possible, a efficacite de lyse identique, de diminuer la duree de cette lyse, ce qui peut 
s'averer particulierement interessant dans le cas de tests de diagnostic qui doivent etre 
rapidement realises. 
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A cet efFet, la presente invention concerne un dispositif de lyse d'au moins une 
espece de micro-organisme, pour liberer au moins un constituant biologique 
intracellulaire, qui comprend un contenant dans lequel sont presents, d'une part, un 
echantillon biologique, en milieu liquide, qui contient le micro-organisme a lyser, et, 
5 d' autre part, au moins un materiau sous forme de particules, relativement dur et 
substantiellement inerte par rapport aux composes biologiques de Pechantillbn, 
caracterise par le fait que le materiau sous forme de particules comprend au moins deux 
types de moyens de broyage de dimensions difFerentes : 

- au moins un moyen magnetique de grande dimension, qui est asservi au mouvement 
10 d'un champ magnetique, et 

- au moins un moyen de petite dimension, qui est mis en mouvement par le moyen de 
broyage de grande dimension. 

Le materiau sous forme de particules comprend, comme moyen de broyage de 
grande dimension, au moins une bille de grand diametre, et, comme moyen de broyage 
15 de petite dimension, au moins une bille de petit diametre. 

Le rapport existant entre les dimensions du moyen de broyage de petite 
dimension et les dimensions du moyen de broyage de grande dimension est compris 
entre 1/10 et 1/100, preferentiellement entre 1/30 et 1/60 et, plus precisement, ce 
rapport est de 1/40. 

20 De plus, le rapport existant entre les dimensions du micro-organisme a lyser et 

les dimensions du moyen de broyage de petite dimension est compris entre 1/10 et 
1/100, preferentiellement entre 1/30 et 1/60 et plus precisement est de 1/50. 

Autre caracteristique, le rapport existant entre le volume total du moyen de 
broyage de petite dimension et le volume de 1' echantillon biologique, contenant le 
25 micro-organisme a lyser, est compris entre 1/2 et 1/5, et est, preferentiellement, de 1/3. 

Le nombre de moyen(s) de broyage de grande dimension est compris entre 1 et 
10 et, preferentiellement, entre 1 et 4. 

Dans un premier mode preferentiel de realisation, le contenant est de forme 
tubulaire. 

30 Dans un second mode preferentiel de realisation, le contenant est de forme 

discoide. 
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Quel que soit le mode de realisation utilise, chaque moyen de broyage 
magnetique de grande dimension est mu par le mouvement rotatif autour du tube d'au 
moins un aimant permanent. 

De plus, chaque moyen de broyage magnetique de grande dimension est mu par 
5 le mouvement rotatif sous le tube d'au moins un aimant permanent. 

Dans le cas ou le contenant est de forme discoide, chaque moyen de broyage 
magnetique de grande dimension coopere avec un chemin de roulement sensiblement 
circulaire, situe a la peripheric du contenant. 

La presente invention concerne egalement un procede de lyse d'au moins une 
10 espece de micro-organisme d'un echantillon biologique, pour liberer au moins un 
constituant biologique intracellular, qui utilise, dans un contenant, au moins un 
materiau sous forme de particules, formant moyen de broyage, relativement dur et 
substantiellement inerte par rapport aux composes biologiques de Pechantillon, 
caracterise en ce qu'il consiste a : 
15 - disposer dans le contenant au moins un moyen de broyage magnetique de grande 
dimension, au moins un moyen de broyage non magnetique de petite dimension et un 
echantillon biologique qui contient le micro-organisme a lyser, 

- placer le moyen de broyage magnetique dans un champ magnetique mobile, afin 

d'engendrer dans le melange un mouvement de vortex, et 
20 - stopper PefFet du champ magnetique sur ledit moyen de broyage magnetique. 

Dans un premier mode de fonctionnement, le champ magnetique est' mobile en 

rotation autour du contenant a hauteur de Pechantillon biologique. 

Dans un second mode de fonctionnement, le champ magnetique est mobile en 

rotation sous le contenant a hauteur de Pechantillon biologique. 
25 Quel que soit le mode de fonctionnement, le champ magnetique mobile en 

rotation applique un champ alternativement fort et faible au moyen de broyage 

magnetique situe dans Pechantillon biologique. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
30 caractere limitatif. Elles permettront de mieux comprendre P invention. 
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La figure 1 represente une vue en perspective (Tun dispositif de lyse, selon 
Pinvention, dans un mode de realisation de forme discoide. 

La figure 2 represente une vue en coupe selon A-A du dispositif presente a la 
figure I. 

5 La figure 3 represente une vue en gros plan du detail B mis en evidence a la ■ 

figure 2. 

La figure 4 represente une vue laterale et schematique d'un dispositif de lyse, 
selon la presente invention, dans un mode de realisation de forme tubulaire, mais auquel 
est associe un premier type d'appareillage magnetique, permettant !e bon 
10 fonctionnement du dispositif. 

La figure 5 represente une vue sensiblement identique a celle presentee en figure 
4, ou le dispositif est associe a un second type d'appareillage magnetique, permettant le 
bon fonctionnement du dispositif 

Enfin, la figure 6 represente une vue laterale et schematique du dispositif de lyse 
15 de forme discoide, presente aux figures 1 a 3, ou ledit dispositif est associe a un 
troisieme type d'appareillage magnetique, permettant le bon fonctionnement du 
dispositif de lyse. 

La presente invention concerne plusieurs dispositifs de lyse bien representes sur 
P ensemble des figures 1 a 6. 
20 Le premier dispositif de lyse 1 est represente aux figures 1 a 3 et 6. II est 

essentiellement constitue par un contenant 2, egalement appele carte, de forme 
sensiblement parallelepipedique comportant, sur sa surface superieure, une empreinte ou 
la lyse est realisee. 

Cette empreinte est essentiellement constitute par un chemin de roulement 7. Ce 
25 chemin 7 est situe a la peripheric de P empreinte. Au centre de ladite empreinte est 
present un teton 6, dont la surface superieure, position qui est celle des figures 1 a 3, est 
au meme niveau que la surface superieure des bords lateraux 22. Situee entre le teton 
central 6 et le chemin de roulement 7, est presente une plage intermediaire 8. 
L'empreinte formee par le teton 6, le chemin de roulement 7 et la plage intermediaire 8 
30 est limitee par un moyen de cloisonnement egalement appele film de cloisonnement 9. 
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Comme on le remarque bien sur la figure 3, le chemin de roulement 7 coopere 
avec deux moyens de broyage 3 et 4. Le premier moyen de broyage 3 est un moyen de 
broyage de grand diametre alors que le moyen de broyage 4 est un moyen de broyage de 
petit diametre. En fait, le moyen de broyage 3 est constitue par une bille magnetique 3, 
5 alors que le moyen de broyage 4 est constitue par une pluralite de billes de petit 
diametre 4. 

Toujours selon la figure 3, il est evident qu'il existe un rapport entre le diametre 
D de la bille 3 et la hauteur H qui existe entre la plage intermediate 8 et le moyen de 
cloisonnement 9. Ainsi, pour eviter que la bille de grand diametre 3 sorte du chemin de 
10 roulement 7, le diametre D est superieur a la hauteur H. 

II existe egalement un rapport entre les dimensions de la bille 3 et de chaque bille 
4. Ainsi, la bille 3 est magnetique et est d'un diametre de sensiblement 2 millimetres 
(mm) alors que les billes 4 sont en verre et sont d'un diametre de cinquante micrometres 
0im). II existe done un rapport entre chaque bille 4 et la bille 3, qui est d'un pour 
15 quarante. 

De la meme fapon, il existe un rapport entre les billes de verre 3 de petit diametre 
et les bacteries, qui sont en regie generate d'une taille d'un micron, le rapport existant 
entre bacterie et bille 4 est done de un pour cinquante. 

II est tout a fait possible d'utiliser d'autres dimensions et done d'autres rapports. 
20 Par exemple, des billes de 200 \im ont ete utilisees avec succes, le rapport etant alors de 
un pour deux cents. 

Bien entendu, la largeur du chemin de roulement 7 doit etre legerement 
superieure au diametre D de la bille de grand diametre 3. Dans le cas present, cette 
largeur du chemin 7 est de 2,2 mm. 

25 De la meme fa9on, il est important qu'il existe un rapport entre le volume total 

du moyen de broyage de petite dimension 4 et le volume de Pechantillon biologique 
contenant le micro-organisme a lyser. Ce rapport est en regie generate compris entre un 
pour deux et un pour cinq mais est preferentiellement de un pour trois. 

Dans le mode de realisation presente sur les figures 1 a 3, il n'y a qu'une seule 

30 bille de grand diametre 3 alors qu'il y a une multitude de billes de petit diametre 4. La 
seule necessite est bien sur de respecter le rapport qui doit exister entre le volume de 
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billes 4 et du volume de PSchantillon biologique. Bien entendu, PSchantillon biologique 
n'est pas represents sur ces figures. 

Selon la figure I, un moyen d Introduction 23 de PSchantillon biologique a 
PintSrieur de Pespace dSlimitS par le film de cloisonnement 9 et Pempreinte est 
representee. Ce moyen d'introduction 23 debouche au sein de Pempreinte au niveau du 
chemin de roulement 7. 

Le mouvement a PintSrieur du contenant 2 est engendrS, comme cela est 
represents a la figure 6, par PintermSdiaire d'aimants 5 presents au niveau d'un support 
10. Ce support 10 est monte sur un axe de rotation 21. Cet axe de rotation 21 est 
associS a un moteur, non represents sur cette figure mais qui est reference 20 en 
figure 5, qui anime Paxe 21 d'un mouvement selon Fl. Le mouvement de rotation Fl 
engendre un deplacement des aimants 5 qui peuvent etre au nombre de deux comme cela 
est represents sur la figure 6, mais dont le nombre n'est pas limitatif, il peut en avoir un 
ou trois, quatre ou plus. Quoiqu'il en soit, Paimant 5 va entrainer en rotation sur elle- 
meme mais Sgalement le long du chemin de roulement 7, la bille de grand diametre 3 qui 
est en une matiere magnStique. Le mouvement de la bille 3 va entrainer Sgalement le 
mouvement des billes de petit diametre 4, qui sont en verre et qui ne sont done bougSes 
que par PintermSdiaire de cette bille 3 et du flux liquide engendrS par le mouvement de 
ladite bille 3. Les diametres plus petits des billes 4 vont augmenter les surfaces de 
contact entre les billes 4 et la paroi du chemin de roulement 7, d'une part, et entre 
lesdites billes de petit diametre 4 et la bille de grand diametre 3, d'autre part, permettant 
ainsi d'augmenter de maniere significative le nombre de chocs et d' interactions 
(cisaillement) entre les billes de verre et les bactSries ou les levures, qui dStruisent les 
membranes des micro-organismes et done accentuent la libSration des constituants 
biologiques intracellulars qui est accrue. 

NSanmoins, il est tout a fait possible d'utiliser le contenant 2 dans une autre 
position que celle reprSsentSe a la figure 6. Ainsi, il est possible de positionner Porifice 
du moyen d'introduction 23, qui debouche dans le chemin de roulement 7, pour Sviter 
que les petites billes 4 ne tombent dans ledit moyen 23 par simple gravitS. 

Selon un second mode de rSalisation, reprSsentS a la figure 4, le dispositif de lyse 
1 1 utilise comme contenant un tube 12. 
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Ce contenant 12, comme le precedent reference 2, est en polystyrene ou en* 
polypropylene. 

Deux appareillages sont decrits en figure 4 et en figure 5 permettant d'utiliser un 
tel tube 12. 

5 Selon la figure 4, la lyse s'effectue dans le tube 12 par Fintermediaire de moyens 

de broyage de grande dimension 13, qui sont associes bien entendu a des moyens de 
broyage de petite dimension, dans le meme rapport etabli pour le premier mode de 
realisation represents aux figures 1 a 3, mais qui ne sont pas representes sur cette 
figure 4. Neanmoins, il sera assez evident de comprendre que le fonctionnement sera 

10 identique a F exception du fait que le chemin de roulement est ici remplace par les bords 
lateraux du tube 12. Ce tube 12 est situe dans un support 14 qui permet de bien 
positionner le tube 12 par rapport a des moyens. Ces moyens permettent de faire subir 
un champ magnetique aux billes magnetiques de grand diametre 13 situees dans le 
contenant 12. Dans ce cas, on note la presence d'aimants permanents 16, situes autour 

15 du contenant 12, eux-memes solidarises les uns aux autres par Fintermediaire d'un 
support 18 en forme d'anneau represente partiellement sur cette figure 4. L'ensemble 
support 18 et aimants 16 est anime d'un mouvement de rotation autour du tube 12 et de 
son support 14 selon F3, et entraine ainsi le mouvement des billes de grand diametre 13. 
Ces billes 13 sont ici au nombre de trois. Des tests ont egalement ete realises avec cinq, 

20 dix ou quinze billes. 

Selon la figure 5, le contenant 12 comporte egalement des billes de grand 
diametre 13 au nombre de trois. Le support est ici constitue par une potence 17 qui 
maintient la partie superieure du tube 12. En fait, Faimant 15 est ici present en position 
inferieure au tube 12, de sorte que le mouvement de rotation engendre au niveau du 

25 moteur 20 selon F2, est transmis a Faimant 15 par Fintermediaire de Faxe 19, ce qui va 
engendrer un mouvement au niveau des billes 13. Selon cette figure, les billes 13 sont 
soumises alternativement a un gradient de champ fort puis faible, lorsque Faimant 
permanent s'eloigne ou se rapproche du tube 12, ce qui anime lesdites billes 13 d'un 
mouvement creant les forces de cisaillement dues aux billes de petit diametre, non 

30 representees egalement sur cette figure. II convient de noter que pour un effet optimum 
de cette configuration, il est necessaire que Fecart E entre le fond du tube 12 et 
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Paimant 15 soit le plus faible possible. Un ecart E de 0,5 a 4 mm est utilisable, et 
preferentiellement de 1 mm. On remarque sur les figures 4 et 5 que Pechantillon 
biologique present dans le tube 12 est anime d'un mouvement de vortex de sorte qu'il se 
cree une forme d'entonnoir au niveau de la partie superieure Hbre du liquide. Concernant 

5 la figure 6, on remarque sur cette figure qu'il n'y a pas de teton 6 en partie centrale du 
contenant 2. En fait, ce teton n'est absolument pas obligatoire, car il n'a pas de role dans 
la fonction de lyse du systeme. Par contre, il a un role de soutien du film transparent 9, 
en polypropylene, qui delimite Pespace de lyse. 

Les exemples qui vont suivre montrent la fonctionnalite des differents modes de 

10 realisation du dispositif de lyse, ainsi que son efficacite par rapport au systeme classique 
de lyse mecanique. 

Le mode de realisation des figures 1 a 3 et 6 sera reference, par la suite, carte 
discoi'de, le mode de realisation de la figure 4 sera, pour sa part, reference vortex lateral, 
et le mode de realisation de la figure 5 sera, quant a lui, reference vortex longitudinal. 

15 

EXEMPLES 

1 - Vortex maenetique en format carte (discorded 

Ce mode de realisation correspond sensiblement aux figures 1 a 3 et 6. 

20 

A - Mode operatoire : 

Le protocole de lyse a ete realise dans le contenant 2, format carte, sur deux 
types de micro-organismes mises en culture la veille, d'une part, des bacteries 
Staphylococcus epidermidis et, d'autre part, des levures Candida krusei. 

25 La carte 2 utilisee a les caracteristiques suivantes. Les cotes sont d'une longueur 

de 4 centimetres (cm) et sa hauteur est de 0,4 cm. Elle est munie d'un puits non 
debouchant de hauteur d'environ 0,37 cm du fond sur chemin de roulement ou sillon 7 
au bord de la face superieure et de diametre externe egal a 3 cm. Le diametre du sillon 7 
dans lequel evolue la bille de fer 3 est de 0,22 cm. La ou les billes de fer 3 sont de 

30 diametre plus faible d'environ 0,19 cm afin d'avoir une mobilite importante. Dans les 
essais decrits, une seule bille de fer 3 a ete utilisee. 
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Le puits est ferme par un film 9 autocollant transparent et rempli de billes de 
verre 4 de 100 micrometres (jam) pour la lyse des bacteries S. epidermidis et de 400 a 
600 urn pour la lyse des levures C krusei. La bille de fer 3 permettant d*engendrer 
Pagitation des billes de verre 4 est positionnee prealablement dans le sillon 7 de la carte 
2. Ladite carte 2 est remplie avec la suspension de micro-organismes a lyser et enfin 
positionnee de maniere horizontale sur le systeme d'aimants 5 tournants. 

Le protocole de lyse a ete realise pendant une duree de 5 minutes (mn) a vitesse 
maximale, soit environ 2800 tours par minute (tr/mn). Dans chaque cas, une bille de fer 
3 et 600 ^1 de volume echantillon (S. epidermidis ou C. Krusei) ont ete utilises. Le 
volume apparent des billes de verre 4 a varie de 30 a 180 \x\. Des cartes 2 avec et sans 
plot ou teton central 6 (permettant un positionnement plus aise du film autocollant 9) 
ont ete indifferemment utilisees. 

B - Resultats : 

La mesure de D.O. n'etant pas sufFisamment fiable pour evaluer le pourcentage 
de lyse. La proprete des billes de lyse 4 (100 et 500 ^im) etant de mauvaise qualite, un 
relargage important de particules issues desdites billes 4 semble se produire durant la 
lyse. Ce relargage modifie de maniere significative la mesure de D.O. et biaise done le 
r&ultat de lyse bacterienne. Dans un premier temps, les mesures de D.O. n'ont done pas 
ete utilisees mais ne sont cependant pas necessaires pour demontrer Teflficacite des 
procedes de vortex magnetiques decrits. 

Apres l'etape de vortex magnetique, le lysat a ete recupere puis analyse sur gel 
d'agarose a 0,8 %. Le gel permet d'evaluer la quantite d'acides nucleiques liberee par la 
lyse (intensite de la bande) ainsi que leur etat de conservation (bande tres etroite et bien 
delimitee ou tache de grande longueur). Une photographie du gel montre dans sa partie 
superieure, la migration des acides nucleiques de bacteries S. epidermidis liberee et dans 
sa partie inferieure, la migration des acides nucleiques de levures liberee. 

Dans chaque cas, un temoin de migration, sur suspension initiate non lysee, a ete 
depose dans le premier puits. On verifie sur le gel que dans les deux cas, aucune bande 
d'acide nucleique n'apparait avant la lyse. Les resultats de lyse sont compares egalement 
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au resultat de la methode de reference, c'est-a-dire la lyse par vortex mecanique, suivant 
les conditions experimentales decrites dans le mode operatoire. 

Pour les lysats de bacteries S. epidermidls, on constate que bien que Tintensite 
5 des bandes est faible vis-a-vis du temoin vortex mecanique, les bandes d'ADN et les 
deux bandes d'ARN sont visibles et plus ou moins intenses en fonction des conditions 
experimentales. 

Certains des essais, references 2, 4, 5, 6, 7 et 8 ont ete obtenus avec 30 (il de 
billes 4 VIAI, d'un diametre de 100 pm, dans 600 ja I de suspension bacterienne. On 
10 constate que les bandes sont visibles mais de tres faible intensite ce qui signifie que peu 
d'acides nucleiques ont ete liberes. 

Un essai, reference 1, a ete realise avec 180 pi. La bande d'acides nucleiques est 
egalement peu visible. Ceci s'explique par la trop grande quantite de billes 4 vis-a-vis de 
la dimension du sillon 7 dans lequel tourne la bille de fer 3. La vitesse de rotation de la 
15 bille 3 etant faible, I'agitation des billes 4 est peu efficace et par consequent la liberation 
des acides nucleiques peu importante. 

Un autre essai, reference 3, a ete realise avec 90 jil de billes 4 dans 600 |xl de 
suspension. On voit clairement sur le gel que 1'intensite des bandes est nettement 
superieure aux precedents essais. Le gel montre egalement que les acides nucleiques 
20 sont dans le meme etat de conservation que ceux liberes avec le vortex mecanique. 

En conclusion, TefFicacite de lyse est nettement dependante du ratio de billes 3 et 
4 vis-a-vis du volume d ! echantillon, et depend egalement du ratio entre le volume 
d^chantillon et le volume total du puits discoTde 24. 

Dans ces essais, la quantite de billes 3 et 4 optimisee se situe vraisemblablement, 
25 pour le contenant discoide 2 teste, entre 90 et 180 Le choix des rapports corrects 
entre quantite de billes, quantite d'echantillon et volume du puits permet d'ameliorer 
significativement Tefficacite de lyse et d'obtenir une performance identique a celle du 
vortex mecanique, mais sans en avoir les inconvenients, tels que le bruit, les vibrations. 
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Pour les lysats de levures C. krusei, comme pour les suspensions bacteriennes, 
on constate que l'intensite des bandes d'acides nucleiques, c'est-a-dire la quantite de 
materiel libere, depend des conditions experimentales. 

Les essais, references 6 et 7, ont ete realises avec 30 pi de billes 4 de 500 \im 
5 dans 600 jal de suspension de levures. On constate que les bandes sont visibles, mais de 
tres faible intensite ce qui signifie que peu d'acides nucleiques ont ete liberes. La quantite 
de billes 4 est done trop faible vis-a-vis du volume d'echantillon a lyser. 

Les essais, references 1 et 2, ont ete realises avec 60 \x\ de billes 4, toujours dans 
600 jal de suspension. Les bandes d'acides nucleiques sont un peu plus visible mais 
10 restent peu intenses vis-a-vis des temoins vortex mecaniques. Lors de ces essais, des 
blocages importants lors de la rotation de la bille de fer 3 ont ete notes, ainsi qu'une 
stagnation importante au niveau du plot central 6 d'une partie de la suspension a lyser. 
Ceci explique la difference avec les essais references 3 et 4 pour lesquels les bandes 
ADN/ARN sont nettement visibles et plus intenses que pour les autres essais. 
15 On notera que, comme pour les suspensions bacteriennes, les acides nucleiques 

sont parfaitement conserves. 

Les memes conclusions que pour les essais sur les bacteries sont valables. II est 
necessaire d'optimiser la quantite de billes de verre 4 vis-a-vis du volume d'echantillon 
ainsi que le volume du puits 24. La vitesse de rotation de la bille 3 et la duree de vortex 
20 sont deux facteurs egalement tres importants influen^am directement la quantite d'acides 
nucleiques liberes. 

2 - Vortex masnetioue en format tubulaire (lateral^ : 

Ce mode de realisation correspond sensiblement a la figure 4. 

25 

A - Mode operatoire : 

Le protocole de lyse a ete realise dans le contenant 12 format tube type Falcon a 
fond en forme de U (diametre x hauteur = 12 x 75 mm) sur bacteries S. epidermidis 
mises en culture la veille. 
30 Les tubes 12 ont ete remplis d'un volume de 600 {il de suspension bacterienne et 

d'un volume apparent de 180 pi de billes 4 VIAJ de diametre 100 fim. Differents 
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reglages ont ete testes pour le nombre de billes de fer 3, entraTnant I'agitation de la 
suspension, pour le nombre de billes de verre 4 d'un diametre de 3 mm, pour la duree de 
vortex et pour la vitesse de rotation . 

Les conditions experimentales testees sont resumees dans le tableau 1 ci-dessous, 
5 ou la D.O. de la suspension initiale est de 0,672. A ce propos, le calcul du pourcentage 
de lyse est calcule en retirant la valeur de D.O. parasite a la valeur mesuree. Ces valeurs 
sont toutefois uniquement indicatives et ne doivent pas etre considerees comme un 
critere permettant de determiner le reglage optimal pour les parametres etudies. 



N° 


DO 


% lyse 


Billes Fer 


Billes Verre 


Duree (mn) 


Tension (V) 


1 


0,176 


0 


10 


6 


2 


Vortex 
Mecanique 
BCC sterile 


2 


0,338 


75,9 


10 


6 


2 


Vortex 
Mecanique iS. 


3 


0,171 


0 


10 


6 


5 


6 5 


4 


0,558 


42,4 


5 


0 


5 


5 


5 


0,577 


39,6 


5 


L 0 


5 


5,5 


6 


0,613 


34,2 


5 


0 


5 


6 


7 


0,627 


32,1 


5 


0 


5 


6,5 


8 


0,698 


21,6 


10 


0 


5 


5 


9 


0,542 


44,8 


10 


0 


5 


5,5 


10 


0,614 


34,1 


10 


0 


5 


6 


11 


0,639 


30,3 


10 


0 


5 


6,5 


12 


0,562 


41,8 


15 


0 


5 


5 


13 


0,662 


26,9 


15 


0 


5 


5,5 


14 


0,646 


29,3 


15 


0 


5 


6 


15 


0,643 


29,8 


15 


0 


5 


6,5 


16 


0,696 


21,9 


5 


3 


5 


5 


17 


0,598 


36,5 


5 


3 


5 


5,5 


18 


0,661 


27,1 


5 


3 


5 


6 


19 


0,63 


31,7 


! 5 


3 


5 


6,5 


20 


0,632 


31,4 


10 


3 


5 


5 


21 


0,608 


35 


10 


3 


5 


5,5 


22 


0,652 


28,4 


10 


3 


5 


6 


23 


0,655 


28 


10 


3 


5 


6,5 


24 


0,672 


25,4 


15 


3 


5 


5 


25 


0,599 


36,3 


15 


3 


5 


5,5 


26 


0,607 


35,1 


15 


3 


5 


6 
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27 


0,661 


27,1 


15 


3 


5 


6,5 


28 


0,58 


39,1 


15 


3 


10 


6,5 


29 


0,489 


52,7 


15 


3 


10 


7,5 


30 


0,607 


35,1 


15 


3 


5 


6,5 


31 


0,522 


47,8 


15 


3 


10 


6,5 j 


32 


0,636 


30,8 


15 


3 


5 


13 


33 


0,594 


37 


15 


3 


10 


13 



Tableau 1 : Etude de Pefficacite d'un vortex magnetique en format tubulaire 
subissant une aimantation laterale 



5 B - Resultats : 

Comme pour les essais avec le vortex magnetique en carte (discoi'de), seule 
1'evaluation sur gei d'agarose a 0,8 % a ete utilisee pour demontrer l'efficacite du 
procede, etant donne le biais induit sur les mesures de DO. par les impuretes liberees 
par les billes de verre 4. 

10 

La photographie du gel montre tout d'abord que, quelque soit les conditions 
experimentales, une liberation d'acides nucleiques a ete engendree pour les essais 
pratiques avec le vortex lateral, sous les references 1 a 32. 

La bande d'ADN est visible ainsi que les deux bandes ARN. Comparativement 
15 au vortex mecanique, la qualite de conservation des acides nucleiques est identique. 

Ces essais nous permettent de defmir la zone de reglage (temps, nombre de billes 
de grande dimension 13 ou de petite dimension, non representees sur la figure 4, hauteur 
des aimants 16, vitesse de rotation) dans laquelle le vortex magnetique lateral fonctionne 
de maniere satisfaisante. On constate que les essais 1 a 7, 10, 17 a 26, 29 et 30 sont tres 
20 satisfaisants du point de vue quantite et qualite des acides nucleiques liberes 
comparativement au vortex mecanique. 

Le reglage optimal du vortex magnetique lateral semble se situer autour du point 
suivant pour 600 ^1 d'echantillon : 

• 1 80 ^1 de billes de verre 4 VI AI ( 1 00 [im), 
25 • cinq billes 3 de fer (diametre 2 mm), 

• 10 mn (plus la duree est importante plus la lyse est importante), 
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• entre 2800 et 3700 tr/mn de vitesse de rotation des aimants autour du tube, 

• deux aimants NdFeB, reference NE 129-2 provenant par exemple de Binder 
Magnetic, 

• environ 4 mm pour la distance la plus proche entre aimant 16 et tube 12, et 

• surelevation du tube 12 vis-a-vis du fond du fourreau de tube. 

Cette surelevation definie la position relative des aimants 16 par rapport au 
tube 12. 

Ces essais demontrent Pefficacite du vortex magnetique lateral. La duree de lyse 
intervient directement sur la quantite d'acides nucleiques liberes jusqu'au plateau de 
saturation situe aux alentours 90%. 

3 - Vortex magnetique en format tubulaire flongitudinaH : 

Ce mode de realisation correspond sensiblement a la figure 5. 

A - Mode operatoire : 

Le protocole de lyse a ete realise dans un contenant 12 format tube type 
Falcon a fond en forme de U (diametre x hauteur = 12 x 75 mm) sur bacteries 5. 
epidermidis mises en culture la veille. 

Les tubes 12 ont ete remplis d'un volume de 600 \xl de suspension bacterienne 
et d'un volume apparent de 180 ^1 de billes, non representees sur cette figure 5, VTAI 
de diametre 100 \im puis fermes par un bouchon. Le tube 12 est fixe au support 
mecanique ou potence 17, comportant un bras, par la partie superieure de son corps, 
et place de maniere asymetrique par rapport a l'axe de rotation 19 de l'aimant 15. La 
distance entre l'aimant 15 et le fond externe du tube est fixee a environ 2 mm. 
L'aimant permanent 15, fixe sur le rotor du systeme mecanique est de type NdFeB, 
reference NE 1 030 de chez Binder Magnetic. 

Des tests ont ete realises pour differents parametres, tels que le nombre de 
billes de fer 13 (5, 10 ou 15), la duree de vortex (5 ou 10 mn) et la vitesse de rotation 
(2800 tr/mn, 1860 tr/mn et 930 tr/mn). Le maintien ou non du tube afin d'empecher 
sa vibration a egalement ete teste. 
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Les conditions experimentales testees sont resumees dans le tableau 2 ci- 
dessous. La D.O. de la suspension initiate est de 0,672. 



N° 


DO (550 nm) 


Billes Fer 


Billes 
Verre 


Duree 
(mn) 


Vitesse 


S.I. (Suspension Initiate) 


0,672 










Temoin 


0,398 










Tmoysteril 10* 


0,365 


5 a 15 


0 


10 


9 


Tmoysteril 5* 


0,3 


5 a 10 


0 


5 


9 


9 


0,313 


10 


0 


10 


9 


9' 


0,278 


10 


0 


10 


9 


r io 


0,245 


15 


0 


10 


9 


10' 


0,199 


15 


0 


10 


u 9 


21 


0,126 


10 


0 


10 


9 


22 


0,2 


15 


0 


10 


9 


11 


0,217 


10 


0 


10 


6 


ir 


0,099 


10 


0 


10 


6 


12 


0,224 


15 


0 


10 


6 


12' 


0,237 


15 


0 


10 


6 


13 


0,13 


5 


0 


10 


9 


14 


0,155 


10 


0 


10 


9 


15 


0,305 


5 


0 v 


5 


9 


16 


0,292 


10 


0 


5 


9 


17 


0,242 


5 


0 


10 


6 


18 


0,091 


10 


0 


10 


6 


19 


0,261 


5 


0 


5 


6 


20 


0,334 


10 


0 


5 


6 


30 


0,568 


5 


0 


10 


3 


31 


0,57 


10 


0 


10 


3 


32 


0,667 


15 


0 


10 


3 


36 


0,655 


5 


0 


10 


3 


37 


0,62 


10 


0 


10 


3 


33 


0,583 


5 


0 


5 


3 


34 


0,466 


10 


0 


5 


3 


35 


0,82 


15 


0 


5 


3 


38 


0,638 


5 


0 


5 


3 


39 


0,62? 


10 


0 


5 


3 


40 


0,764 


5 


0 


5 


3 


41 


0,751 


5 


0 


5 


3 



5 



Tableau 2 : Etude de Pefficacite d'un vortex magnetique en format tubulaire 
subissant une aimantation longitudinale 
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Tmoysteril 10* : II s'agit d'un temoin a base d'un tampon BCC sterile (c'est-a- 
dire sans micro-organisme) traite par un vortex magnetique, afin de determiner 
P augmentation du bruit de fond de la D.O. du au relargage des impuretes. La D.O. 
devrait etre d'environ 0 s'il n*y avait pas des saletes. II s'agit d'une moyenne sur 3 
tubes pendant 10 mn. 

T moy sterile 5* : II s'agit d'un temoin a base d'un tampon BCC sterile (c'est-a- 
dire sans micro-organisme) traite par un vortex magnetique, afin de determiner 
l'augmentation du bruit de fond de la D.O. du au relargage des impuretes. La D O. 
devrait etre d'environ 0 s'il n'y avait pas des saletes. II s'agit d'une moyenne sur 3 
tubes pendant 5 mn. 

B - Resultats : 

L'evaluation de la lyse bacterienne a ete efFectuee sur gel d'agarose a 0,8 % 
pour demontrer l'efficacite du precede etant donne le biais induit sur les mesures de 
D.O. par les impuretes liberees par les billes de verre. 

Une photographie du gel montre tout d'abord que, dans la majorite des 
conditions experimentales, une liberation d'acides nucleiques a ete engendree pour les 
essais pratiques avec le vortex longitudinal, references 9 a 41 du tableau 2. 

La bande d'ADN est visible ainsi que les deux bandes d'ARN 16 et 23S. 
Comparativement au vortex mecanique, reference T pour temoin, la qualite de 
conservation des acides nucleiques est identique. Dans la majorite des cas 
experimentaux, 1'intensite des bandes d'ADN/ARN est egale ou superieure au vortex 
mecanique. A condition de trouver le reglage optimal pour les parametres d'influence, 
l'efficacite de ce vortex magnetique est done superieure ou egale au vortex mecanique 
pris comme reference. 

La zone de reglage (temps, nombre de billes, hauteur des aimants, vitesse de 
rotation) dans laquelle le vortex magnetique lateral fonctionne de maniere satisfaisante 
est done determinee. On constate que les essais 9, 9' et 12 a 35 sont tres satisfaisants du 
point de vue quantite et qualite des acides nucleiques liberes comparativement au vortex 
mecanique. 
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Le reglage optimal du vortex magnetique longitudinal se situe autour du point 
suivant pour 600 ^1 d'echantillon : 

• 1 80 ^1 de billes de verre VIAI ( 1 00 urn), 

• cinq a dix billes de fer 13 d'un diametre de 2 mm, 
5 • 10 mn pour la duree de lyse, 

• entre 930 et 2800 tr/mn pour la vitesse de rotation des aimants, 

• un aimant NdFeB, reference NE 1 030 de chez Binder Magnetic, et 

• 2 mm environ pour la distance entre aimant 15 - tube 12. 

II convient de noter de caracteristiques interessantes, d'une part, plus la duree de 
10 lyse, plus elle est efficace et, d'autre part, le tube 12 est laisse libre en vibration, afin 
d'entralner une plus grande agitation des billes de fer 13 et de verre. 

L'efficacite du vortex magnetique longitudinal est done demontree, meme si le 
reglage optimal n'est pas correctement defini. La duree de lyse intervient directement sur 
la quantite d'acides nucleiques liberes jusqu'au plateau de saturation vers 90%. 
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REVINDICATIONS 

1. Dispositif de lyse (1 ou 1 1) d'au moins une espece de micro-organisme, pour 
liberer au moins un constituant biologique intracellulaire, qui comprend un contenant (2 

5 ou 12) dans lequel sont presents, d'une part, un echantiilon biologique, en milieu Iiquide, 
qui contient le micro-organisme a lyser, et, d'autre part, au moins un materiau sous 
forme de particules, relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux 
composes biologiques de 1'echantillon, caracterise par le fait que le materiau sous forme 
de particules comprend au moins deux types de moyen de broyage de dimensions 
10 differentes : 

- au moins un moyen magnetique de grande dimension (3 ou 13), qui est asservi au 
mouvement d'un champ magnetique, et 

- au moins un moyen de petite dimension (4), qui est mis en mouvement par le moyen de 
broyage de grande dimension (3 ou 13). 

15 

2. Dispositif, selon la revendication 1, caracterise par le fait que le materiau sous 
forme de particules comprend, comme moyen de broyage de grande dimension (3 ou 
13), au moins une bille de grand diametre (3 ou 13), et, comme moyen de broyage de 
petite dimension (4), au moins une bille de petit diametre (4). 

20 

3. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise par le 
fait que le rapport existant entre les dimensions du moyen de broyage de petite 
dimension (4) et les dimensions du moyen de broyage de grande dimension (3 ou 13) est 
compris entre 1/10 et 1/100, preferentiellement entre 1/30 et 1/60 et, plus precisement, 

25 ce rapport est de 1/40. 

4. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise par le 
fait que le rapport existant entre les dimensions du micro-organisme a lyser et les 
dimensions du moyen de broyage de petite dimension (4) est compris entre 1/10 et 

30 1/100, preferentiellement entre 1/30 et 1/60 et plus precisement est de 1/50. 
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5. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise par le 
fait que le rapport existant entre le volume total du moyen de broyage de petite 
dimension (4) et le volume de Pechantillon biologique, contenant le micro-organisme a 
lyser, est compris entre 1/2 et 1/5, et est, preferentiellement, de 1/3. 

5 

6. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise par le 
fait que le nombre de moyen(s) de broyage de grande dimension (3 ou 13) est compris 
entre 1 et 10 et, preferentiellement, entre 1 et 4. 

10 7. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le 

fait que le contenant (12) est de forme tubulaire. 

8. Dispositif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le 
fait que le contenant (12) est de forme discoide. 

15 

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracterise par le fait que chaque 
moyen de broyage magnetique de grande dimension (3 ou 13) est mu par le mouvement 
rotatif autour du contenant (2 ou 12) d*au moins un aimant permanent (16). 

20 10. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracterise par le fait que chaque 

moyen de broyage magnetique de grande dimension (3 ou 13) est mu par le mouvement 
rotatif sous le contenant (2 ou 12) d'au moins un aimant permanent (5 ou 15). 

11. Dispositif, selon la revendication 8 et selon Tune quelconque des 
25 revendications 9 ou 10, caracterise par le fait que chaque moyen de broyage magnetique 

de grande dimension (3) coopere avec un chemin de roulement sensiblement circulaire 
(7), situe a la peripheric du contenant (2). 

12. Precede de lyse d'au moins une espece de micro-organisme d'un echantillon 
30 biologique, pour liberer au moins un constituant biologique intracellular, qui utilise, 

dans un contenant, au moins un materiau sous forme de particules, formant moyen de 
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broyage, relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux composes 
biologiques de I'echantillon, caracterise en ce qu' il consiste a : 

- disposer dans le contenant au moins un moyen de broyage magnetique de grande 
dimension, au moins un moyen de broyage non magnetique de petite dimension et un 

5 echantillon biologique qui contient le micro-organisme a lyser, 

- placer le moyen de broyage magnetique dans un champ magnetique mobile, afin 
d'engendrer dans le melange un mouvement de vortex, et 

- stopper I'effet du champ magnetique sur ledit moyen de broyage magnetique. 

0 13. Procede, selon la revendication 12, caracterise en ce que le champ 

magnetique est mobile en rotation autour du contenant a hauteur de i'echantillon 
biologique. 

14. Procede, selon la revendication 12, caracterise en ce q ue le champ 
5 magnetique est mobile en rotation sous le contenant a hauteur de I'echantillon 
biologique. 
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15. Procede, selon I'une quelconque des revendications 13 ou 14, caracterise en 
ce_gue le champ magnetique mobile en rotation applique un champ alternativement fort 
et faible au moyen de broyage magnetique situe dans V echantillon biologique. 
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